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摘要 :【 目的】 本 研究 旨 在 通过 分 析 化 学 修饰 剂 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera TIRA 25-2 38 B je p 

的 影响 ,以 明确 海 滞 糖 酶 活性 中 心 的 结构 特点 和 和 氨基酸 构 成 。 E E E A 测定 不 
同 修 饰 剂 处 理 后 棉铃 虫 5 龄 幼 来 海 薄 糖 酶 催化 活性 的 变化 ,进而 通过 化 学 修饰 反应 失 活 常数 来 推 

测 酶 活性 中 心 的 特定 氨基 酸 残 基数 量 。【 结 果 】 采 用 8 mmol/L 水 溶性 碳 二 亚 胺 (carbodiimide， 

EDC ) 溶 液 和 25 mmol/L Z& P pe P SE ( phenylglyoxal, PG) 溶液 分 别 Mad 5 M4 E HRIÉRGREBREDNR 

基 团 和 精 氨 酸 残 基 进 行 修 饰 后 ,其 活性 分 别 减 少 81.58% 和 54. 1496 ,这 表明 IER 

残 基 的 修饰 可 有 效 抑 制 海江 糖 酶 活性 。 底 物 海 汪 糖 可 保护 海 汪 粮 酶 不 受 修饰 剂 的 影响 。 修 饰 动力 

学 结果 显示 ,海江 糖 酶 活性 中 心 可 能 包含 1 个 次 酸 基 团 和 2 个 精 氨 酸 残 基 。 E 告 果 表 明 , 含 

有 北 基 的 谷 复 酸 和 天 冬 复 酸 是 海江 糖 酶 活性 中 心 的 众 化 残 基 , 精 复 酸 是 维持 海 汪 糖 酶 活性 的 必要 

残 基 。 本 研究 结果 可 为 开发 新 型 农药 提供 理论 支持 。 

关键 词 : 棉铃 时; 海 汪 糖 酶 ; 化 学 修饰 ; 活性 中 心 ; 失 活 常数 
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Chemical modification of soluble trehalase from Helicoverpa armigera 


( Lepidoptera: Noctuiadae) 
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Abstract; [ Aim] This study aims to explore the composition of amino acid residues in the active site of 
soluble trehalase from Helicoverpa armigera by analyzing the effect of chemical modification on this 
enzyme activity. [Methods] Chemical modification method was used to investigate the effect of chemical 
modifier on the soluble trehalase activity in the 5th instar larvae of H. armigera. The number of amino 
acid residues in active center was obtained from the deactivation rate constant of the modification 
reaction. [Results] The soluble trehalase activity in the 5th instar larvae of H. armigera was reduced by 
81.5896 and 54. 14% after chemical modification by 8 mmol/L carbodiimide ( EDC) and 25 mmol/L 
phenylglyoxal ( PG) , respectively, indicating that the modification of carboxylic acid group and arginine 
residues can inhibit the soluble trehalase activity effectively. The treatment with the substrate trehalose 
prevented the loss of enzyme activity from the chemical modification. Kinetic studies on chemical 
modification showed that the active site of soluble trehalase includes one carboxylic acid group and two 


arginine residues. [Conclusion] These results indicate that two carboxylic amino acids, i. e., glutamic 





基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31171912, 30671393) 

作者 简介 : K, B, 1990 年 10 HÆ, 辽宁 沈阳 人 , 博士 研究 生 , 研究 方向 为 生物 化 学 与 分 子 生物 学 , E-mail: as26@ foxmail. com 
* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail: caihongyu2013@ 126. com 

收 稿 日 期 Received: 2018-01-16; 接受 日 期 Accepted: 2018-04-25 


















































802 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 61 35 





acid and aspartic acid, are the vital residues of the active site of the soluble trehalase, and arginine is 


essential for the trehalase activity. These results provide theoretical support for the development of new 


pesticides. 


Key words: Helicoverpa armigera; trehalase; chemical modification; active site; deactivation rate 


constant 


海藻 糖 酶 (EC 3.2.1.28) 是 一 种 典型 的 端 基 反 
相 异 构 a- 糖 车 水 解 酶 , 属 葡 衔 糖 攻 水 解 酶 ,可 特异 
性 地 将 一 分 子 海 党 糖水 解 为 各 一 分 子 的 o8] 83 
和 B- 和 葡萄 糖 (Lee et al., 2007) 。 海 营 糖 酶 对 昆虫 
生长 代谢 和 抗 逆 性 等 具有 重要 作用 ,如 不 仅 可 调控 
昆虫 能 量 代 谢 和 几 丁 质 合 成 (Jie et al., 2010; Zou et 
al., 2013) , Y BE S Wy EL E Hy 9 Ej ( Yang et al., 
2013), 

昆虫 海藻 糖 酶 分 为 可 溶性 和 膜 结合 型 两 类 ,但 
酶 活性 多 以 可 溶性 海藻 糖 酶 为 主 (Tan et al., 
2014) 。 由 于 哺乳 动物 体内 缺乏 海藻 糖 ,因此 以 海 
涤 糖 酶 作为 杀 虫 剂 的 靶 标 具有 对 人 和 畜 安 全 的 选择 毒 
性 (于 彩虹 等 , 2011)。 目 前 有 关 海 藻 糖 酶 晶体 结构 
的 研究 较 少 , 尚 不 能 基于 酶 结构 及 其 有 效 基 团 进行 
药物 的 第 选 和 改进 。 为 阐明 海江 糖 酶 对 底 物 的 作用 
机 制 ,通常 可 采用 化 学 修饰 法 进行 研究 。 其 中 ,化 学 
修饰 剂 主要 作用 于 氨基 酸 侧 链 外 部 的 功能 基 团 ,而 
这 些 基 团 通常 位 于 酶 的 功能 位 点 ,对 保持 酶 活性 具 
有 重要 作用 。 不 同化 学 修饰 剂 作用 于 不 同 氨基 酸 的 
极 性 侧 链 基 团 ,如 羟基 、 琉 基 、 氮 基 、 听 唑 基 、 悬 基 和 
羧基 等 。 例 如 , 焦 碳酸 二 乙 酯 (diethyl pyrocarbonate ， 
DPC ) 作 用 于 组 氮 酸 咪唑 基 , 使 其 氮 羧 乙 基 化 (D 记 
and Shortle, 1991 ) ; 碳 二 亚 胺 (carbodiimide，EDC ) 
FES EE ME ARR K AR IRRA H; A P 
HRE ( phenylglyoxal, PG) jfi 24 82 RS DEAE p ES AE 
的 杂 环 化 合 物 ; 四 硝 基 甲 烧 (tetranitromethane， 
TNM) 与 酷 损 酸 的 酚 基 反应 生成 3- 硝 基 酷 须 酸 衍生 
物 (Enoch and Strittmatter, 1978) ; = fij Ji 2 fii IR 
( trinitrobenzene sulfolnic acid, TNBS) XJ MAM s- 氮 
基 进 行 修饰 。 通 过 化 学 修饰 法 分 析 , 可 以 获悉 酶 分 
子 活性 部 位 的 必需 氨基 酸 残 基 的 种 类 数目 和 性 质 
等 ,进而 可 探究 酶 重 晶 的 分 子 空间 结构 ,活性 部 位 构 
象 催 化 机 理 以 及 功能 等 (Wang et al., 1996) 。 

棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 世界 范围 内 的 主 
要 害虫 之 一 , 危害 棉花 、 大 豆 Glycine max, 3€ 
Sorghum bicolor ,|n] H 2€ Helianthus annuus 等 多 种 农 
作物 和 园艺 植物 。 本 人 研究 以 棉铃 虫 可 浴 性 海藻 糖 酶 
为 研究 对 象 , 分 别 采 用 5 种 专 一 性 化 学 修饰 剂 ,通过 























化 学 修饰 、 瓜 物 保护 和 修饰 动力 学 等 方法 对 海棠 糖 
酶 活性 位 点 的 氮 基 酸 残 基 种 类 和 数量 进行 研究 , 获 
得 的 结果 有 助 于 明确 海藻 糖 酶 功能 位 点 的 氨基 酸 组 
成 特征 ,为 进一步 开发 环境 友好 型 农药 提供 帮助 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 仪器 

棉铃 虫 5 龄 幼虫 取 自 农业 部 农药 检定 所 环境 
室 ,人 饲养 温度 25 ~28Y ,相对 湿度 5096 ~70% ,J6J8] 
# 14L: 10D, 

棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 由 本 实验 室 分 离 .纯化 
(于 彩虹 等 ，2016 ) , 纯化 倍数 23. 84, 酶 比 活力 
2. 022 U/mg; fl X B2 — Z BR (DPC) 水 溶性 碳 二 亚 
胺 (EDC) 、 茶 甲 酰 甲醛 (PG) 四 硝 基 甲 烷 (CTNM ) 和 
三 硝 基 茶 厂 酸 (TNBS ) 等 购 目 Sigma-Aldrich 公司 ; 
葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 盒 购 自 北京 利 德 曼 生 化 股份 有 限 
公司 ;其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.2 酶 活力 的 测定 

海藻 糖 酶 活性 测定 参照 Silva 等 (2006 ) 方法 并 
加 以 改进 (于 彩虹 等 , 2016) 。 酶 活力 单位 (U) 定义 
为 :在 最 适 条 件 下 每 分 钟 将 1 umo 底 物 转化 为 产物 
所 需要 的 酶 量 。 
1.3 ”棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 的 化 学 修饰 

5 种 化 学 修饰 剂 的 反应 条 件 如 表 1 所 示 。 反 应 
体积 为 200 pL, 取 相应 的 缓冲 液 将 不 同和 蛋白 修饰 剂 
配制 成 100 pL 不 同 浓度 溶液 ,与 等 体积 纯化 的 海藻 
糖 酶 溶液 混 匀 ,30%C 反应 不 同时 间 后 立即 加 入 
100 LÆ KI, 30*C 保温 15 min, 然 后 加 入 300 pL 
7 mmol/L 海 汇 糖 溶液 ,30%C 作用 15 min, 沸 水 浴 
5 min。 此 后 按 1.2 节 方 法 测定 海藻 糖 酶 活性 。 对 有 照 
组 使 用 缓冲 液 代 替 修 饰 剂 ,每 组 实验 各 重复 3 次 。 
1.3.1 羧基 和 精 氮 酸 残 基 数 的 测定 :在 EDC Ayk 
度 为 4.0, 6.0, 8.0 和 12.0 mmol/L 条 件 下 ,分 别 测 
定 不 同 反 应 时 间 (0,，10,， 20, 40, 60, 80 和 100 
min) 后 的 酶 活力 。 将 酶 活力 换算 成 自然 对 数 后 按 
时 间作 图 ,以 反应 方程 In([E],/[E]o) = -Kobs xt 
计算 一 级 失 活 常数 (Kobs) , Hor [E], 和 [Ej], 分别 
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表 1 棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 化 学 修饰 反应 条 件 


Table 1 Experimental condition for the chemical modification of the soluble trehalse from Helicoverpa armigera 


化 学 修饰 剂 


Chemical modifier 


Buffer solution 


失 活 剂 


Deactivator 


art 





三 硝 基 茶 磺 酸 Trinitrobenzene sulfolnic acid ( TNBS) 





fik R Lk Diethyl pyrocarbonate ( DPC) 
碳 二 亚 腕 Carbodiimide (EDC) 

茶 甲 酰 甲醛 Phenylglyoxal ( PG) 

四 硝 基 甲烷 Tetranitromethane (TNM) 





为 海藻 糖 酶 在 反应 上 时 刻 和 0 时 刻 的 剩余 活力 。 取 
不 同 修饰 剂 浓 度 [1 门 下 的 一 级 失 活 种 数 按 
Hollenberg 公式 :leKobs = nlg[| I] + lgk1 , VI lgl I] X 
横 坐 标 ,lgKobs 为 纵 坐 标 作 图 , 横 轴 截 距 为 二 级 失 活 
常数 (及 ) 的 第 用 对 数 , 直线 斜率 n 为 失 活 反应 级 
数 , 即 每 个 海 攻 精 酶 分 子 中 羚 基 结合 修饰 剂 的 表 观 
分 子 数 。 

在 PG 终 浓 度 分 别 为 1.625, 3.25, 7.5, 12.5, 
15 和 25 mmol/L 条 件 下 , 按 上 述 方法 测定 海藻 糖 酶 
中 的 精 氨 酸 残 基数 。 
1.3.2. 底 物 对 海 荣 糖 酶 化 学 修饰 的 保护 作用 :将 
6.0 mmol/L EDC 溶液 .纯化 的 海藻 糖 酶 溶液 和 7 
mmol/L 海藻 糖 溶液 各 100 kL 混 匀 (此 时 体系 中 的 
EDC 2X3K B£ y 2. 0. mmol/L, M 58 9 2 Y BE H 2. 33 
mmol/L) , 30*C 分 别 反 应 0, 10, 20, 40, 60, 80 和 
100 min, ,加 入 100 uL 10 mmol/L FE B2 £175 TAX , 156/27 
后 静 置 30 min; 再 加 入 300 pL 7 mmol/L 165 SEBETR 
液 ,30 立 反应 15 min ,沸水 浴 S5 min, HEJS , $E 1.2 5 
方法 测定 海藻 糖 酶 活性 。 对 照 组 使 用 缓冲 液 代 替 修 
饰 剂 ,每 组 实验 各 重复 3 次 。 


—4— | mmol/L EDC 





120 —*— 8 mmol/L EDC 

s 100 
E 

SE 80 
rm z 

X. F 60 
2 
K 

RE 40 

20 

0 
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50 mmol/L Na; PO, , pH 7.0 
100 mmolL TEMED, pH 6.0 
100 mmolL TEMED, pH 6.0 
100 mmolL MOPS, pH 8.0 
50 mm/L HEPES, pH 8.5 


1 mmol/L NaH, PO,, 15 pmol/L Na, SO; 
60 pmol/L His 
10 mmol/L CH, COONa 
10 mmol/L CH, COONa 
10 mmol/L CH, COONa 


2 结果 


2.1 EDC 处 理 对 棉铃 虫 $ Re 4h h h Bas e te E 
性 的 影响 

由 图 1 可 知 ,EDC 人 处理 可 明显 降低 棉铃 虫 5 龄 
幼虫 中 肠 海藻 糖 酶 活性 。 当 EDC 终 浓度 为 1 mmol/ 
工时 ,反应 100 min 后 的 酶 活性 剩余 53. 4196 ; 当 
EDC 终 浓 度 上 升 至 10 mmol/L 时 ,反应 100 min 后 
的 酶 活性 仅 剩 余 11.9496 。 这 表明 海藻 糖 酶 活性 随 
EDC 浓度 升 高 以 及 反应 时 间 延 长 而 明显 下 降 。 由 
此 推测 羧基 位 于 棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 的 活性 中 
心 ,对 保持 酶 活性 具有 重要 作用 。 

由 图 2 可 知 , 不 同 浓度 EDC 作用 下 剩余 酶 活力 
的 自然 对 数 与 时 间 呈 线性 相关 。 这 表明 海 党 糖 酶 的 
失 活 反应 是 按 一 级 反应 进行 。 根 据 一 级 失 活 反应 方 
程 ,得 到 4.0, 6.0, 8.0 和 12.0 mmol/L EDC 作用 浓 
度 下 的 一 级 失 活 速度 常数 (Kobs) 分 别 为 0. 079, 
0. 0144, 0.0187 和 0.0274/min。 

采用 Hollenberg 作 图 法 ， 以 lgKobs 对 log| 1] E 











—TmI— 2 mmol/L EDC 
—3*— 10 mmol/L EDC 


60 80 100 120 


反应 时 间 Reaction time (min) 














图 1 EDC XANIN 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶性 海河 糖 酶 活性 的 影响 


Fig. 1 


Effect of EDC on the soluble trehalse activity in the midgut of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 
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图 。 如 图 3 所 示 , 所 得 直线 斜率 为 0.71, 即 n=1。 如 图 4 所 示 ,7 mmol/L 海棠 糖 可 以 完全 保护 海 
这 表明 每 个 海藻 糖 酶 分 子 仅 结 合 1 个 EDC 分 子 后 “省 糖 酶 不 被 化 学 修饰 剂 EDC 所 修饰 。 这 进一步 证 
就 导致 酶 活力 的 完全 丧失 , 即 每 个 海棠 糖 酶 分 子 中 ” 明 凑 基 处 于 海 汇 糖 酶 的 活性 位 点 ,并 参与 和 底 物 海 
仅 有 1 个 羧基 是 维持 酶 活性 所 必需 的 。 灌 糖 的 结合 。 


A 4 mmol/L EDC X 6 mmol/L EDC X 8 mmol/L EDGC + 12 mmol/L EDC 
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20 40 60 80 100 120 
反应 时 间 Reaction time (min) 


图 2 EDC 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶性 海江 糖 酶 活性 位 点 的 伪 一 级 失 活 反应 


Fig. 2 Pseudo-first-order plots for the inactivation of the soluble trehalse active site from the midgut of 














the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera by EDC 


y-0.711x-2.230 


lg Kobs 
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图 3 EDC 作用 下 棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 上 肠 可 溶性 海河 糖 酶 活性 位 点 的 和 入 


Fig. 3 Determination of kl and n of the active site of the soluble trehalse from the midgut of 














the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera treated with EDC 


€ 2 mmol/L EDC A 2.3 mmol/L 海藻 糖 Trehalose 
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图 4 海棠 糖 对 EDC 化 学 修饰 保护 
Fig. 4 Protection of EDC modification by trehalose 


2.2 PG 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶性 海藻 糖 酶 作用 的 影响 , 且 随 PG 浓度 升 高 以 及 反应 时 间 延 长 
活性 的 影响 而 明显 下 降 。 当 PG 终 浓度 增加 到 25 mmol/L 时 ， 
由 图 5 可 知 ,海藻 糖 酶 活性 明显 受到 PG 修饰 ” 酶 活力 仅 剩余 45.86% 。 这 表明 精 氨 酸 残 基 可 能 参 
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与 海 涂 糖 酶 活性 中 心 的 组 成 或 维持 海棠 糖 酶 的 活性 
构象 。 

由 图 6 可 知 ,PG 对 海 荣 糖 酶 的 修饰 作用 按 一 级 
反应 进行 , 且 其 一 级 失 活 速度 常数 随 PG 浓度 升 高 
而 升 高 ,PC 浓度 为 7.5, 12.5, 15 和 25 mmol/L 时 ， 
一 级 失 活 常数 分 别 为 0. 0024, 0. 0050, 0. 066 和 


0. 0098/ min, 

采用 Hollenberg 作 图 法 ,以 lgKobs 对 log[ 1] fE 
图 。 如 图 7 所 示 , 其 直线 斜率 为 1.79。 这 表明 每 个 
海藻 糖 酶 分 子 结合 2 个 PG 分 子 后 就 导致 酶 活力 的 
完全 丧失 , 即 每 个 海 荣 糖 酶 分 子 中 仅 有 2 个 精 氨 酸 
残 基 是 维持 酶 活性 所 必需 的 。 
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Fig. 5 Effect of PG on the soluble trehalase activity in the midgut of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 
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Fig. 6 


Pseudo-first-order plots for the inactivation of the soluble trehalse active site from 


the midgut of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera by PG 
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图 7 Hollenberg 作 图 法 测 PG fEJH Pme Hh 5 龄 幼虫 中 肠 可 溶性 海河 糖 酶 活性 位 点 的 身 IL n 


Fig. 7 


Hollenberg plots for the determination of kl and n of the active site of the soluble trehalse from 


the midgut of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera on reaction with PG 
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2.3 其 他 化 学 修饰 剂 对 海藻 糖 酶 的 修饰 
如 表 2 所 示 , 分 别 经 TNBS, DPC 和 TNM 等 处 
理 后 ,海棠 糖 酶 的 剩余 活性 均 在 90% 以 上 , 即 3 种 


化 学 修饰 剂 对 海棠 糖 酶 活性 均 无 明显 作用 。 这 表明 
HARR 组 损 酸 和 酷 禹 酸 等 在 海棠 糖 酶 结构 上 与 活 
性 并 无 明显 关系 。 


R2 其 他 化 学 修饰 剂 对 棉铃 虫 中 上 肠 可 溶性 海藻 糖 酶 活性 影响 


Table 2 Effect of other chemical modifiers on the soluble trehalse activity in the midgut of 


the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 








修饰 基 团 化 学 修饰 剂 Z ýk BE ( mmol/L) 反应 时 间 (min) 剩余 酶 活力 (% ) 
Modified group Chemical modifier Final concentration Reaction time Residual enzyme activity 
Lys TNBS 40 80 »90 
His DPC 40 30 >90 
Tyr TNM 40 30 >90 
2013) 等 海藻 糖 酶 中 , 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 也 为 推定 
3 讨论 的 催化 位 点 。 对 棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 的 基因 克隆 


化 学 修饰 可 以 改变 酶 重 白 的 分 子 结构 ,包括 主 
链 结 构 和 侧 链 基 团 等 ( 刘 小 林 , 2011)。 其 中 , 专 一 
性 的 化 学 修饰 剂 与 酶 重 白 中 的 特定 侧 链 基 团 结合 ， 
导致 酶 活性 降低 甚至 完全 失 活 ,因此 特定 化 学 修饰 
剂 作用 后 的 酶 活性 变化 可 用 于 分 析 酶 的 活性 中 心 及 
其 必要 基 团 的 组 成 ( 王 红 扬 等 , 2016)。 前 期 研究 结 
果 表 明 ,一 些 植物 源 化 合 物 如 栗 精 碱 等 是 棉铃 虫 中 
肠 可 浴 型 海 汇 糖 酶 的 有 效 苋 争 性 抑制 剂 ,可 用 于 开 
发 枫 铃 虫 新 型 杀 虫 剂 ( 于 彩虹 等 , 2016)。 然 而 ,由 
于 缺乏 棉铃 虫 可 溶 型 海藻 糖 酶 的 活性 结构 信息 , 植 
物 源 候选 化 合 物 的 抑制 作用 机 制 至 今 尚 不 明了 。 本 
研究 通过 化 学 修饰 反应 来 分 析 海 藻 糖 酶 活性 中 心 的 
结构 特点 ,为 进一步 明确 候选 化 合 物 的 抑制 机 理 及 
其 用 于 新 型 海 获 糖 酶 抑制 剂 的 开发 提供 基础 。 

本 人 研究 分 别 采用 专 一 性 化 学 修饰 剂 如 焦炭 酸 二 
乙 酯 .水 溶性 碳 二 亚 胺 、 茶 甲 酰 甲醛 .四 硝 基 甲 烷 和 
三 硝 基 茶 磺 酸 等 作用 于 棉铃 虫 可 溶性 海棠 糖 酶 的 组 
AA RIA E ARMIR ARIRE CO ARIE 
Fi ax O1) AE AR s- 氮 基 等 ,以 分 析 这 些 基 因 在 
保持 海棠 糖 酶 活性 中 的 作用 。 结 果 表 明 ,在 EDC 修 
人 饰 作用 下 ,海藻 糖 酶 活性 被 严重 抑制 ,说 明 羧 酸 基 团 
可 能 位 于 海藻 糖 酶 的 活性 中 心 部 位 , 即 海江 糖 活 性 
PON ER A REAR, WEARERS AR. 
ÆRE Escherichia coli Fi] JE iE RAEE t X 
射线 衍射 法 证 明 谷 妥 酸 Glu419 和 天 冬 氨 酸 Asp312 
分 别 为 碱 性 和 酸性 催化 位 点 (Gibson et al., 2007) 。 
在 草地 夜 蛾 Spodoptera frugiperda ( Silva et al., 
2010) , $£ $x Chironomus riparius ( Forcella et al., 
2012) ) 和 黄粉 虫 Tenebrio molitor ( Gomez et al., 
































结果 表明 ,这 两 种 氨基 酸 残 基 同 样 出 现在 棉铃 虫 海 
洽 糖 酶 氨基 酸 序列 的 相应 位 置 ( Ma et al., 2015) , 因 
此 推测 Asp321 或 Glu519 为 棉铃 虫 海江 糖 酶 的 催化 
位 点 。 仅 通过 化 学 修饰 使 酶 活性 降低 无 法 确定 催化 
位 点 , 当 酶 失 活 程度 与 抑制 剂 浓度 成 比例 关系 且 底 
物 或 抑制 剂 可 以 保护 酶 分 子 免 受 修饰 剂 作用 的 情况 
下 , 才 可 以 确定 此 基 团 为 酶 活性 中 心 基 团 。 因 此 ,本 
研究 采用 底 物 海 汇 糖 对 海藻 糖 酶 进行 修饰 保护 ,发 
现 酶 活性 不 受 影响 。 这 进一步 证 明了 谷 氮 酸 或 天 冬 
氨 酸 为 棉铃 虫 可 溶性 海藻 糖 酶 活性 中 心 的 催化 
残 基 。 

对 精 氨 酸 的 化 学 修饰 结果 表明 , 精 氨 酸 残 基 对 
维持 海藻 糖 酶 活性 具有 重要 作用 。 这 与 对 草地 夜 蛾 
的 研究 结果 相 类 似 , 将 草地 夜 蛾 可 溶性 海 汇 糖 酶 进 
行 定 点 突变 可 导致 酶 活性 大 幅度 下 降 (Silva et al., 
2010) 。 根 据 序 列 相似 性 推测 精 氨 酸 残 基 包 含 在 
R168, R221 和 R286 当中 (Gomez et al., 2013) , 位 
于 海藻 糖 酶 的 活性 部 位 ,与 过 渡 态 底 物 相 结 合 ,或 起 
到 稳定 海 营 糖 酶 构象 的 作用 ( 武 忠 亮 和 刘 纪 安 ， 
2013 ) 。 

对 海藻 粮 酶 修饰 反应 失 活 常数 的 测定 表明 , 海 
BORSREAT PAA 1 个 羧 酸 基 团 和 2 个 精 氨 酸 残 基 
为 酶 活性 所 必需 。 这 与 其 他 昆虫 海 营 糖 酶 的 必需 残 
基数 量 有 所 差异 (Silva et al., 2010; Forcella et al., 
2012; Gomez et al., 2013) , 其 原因 有 待 于 进一步 
人 研究 。 
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